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.  Summary

Inherited optic neuropathies (IONs) represent a substantial cause of blindness in the
European working-age population. Autosomal dominant optic atrophy (ADOA) is a
subform of IONs that is mainly caused by mutations #©OPAla nuclear gene encoding a
dynamin-related large GTPase imported into mitochondria. Despite considerable
technical advances in exon-based sequencing of patient DNA samples and progress in
understanding the pathomechanisms underlying ADOA, still around 55 % of all clinically
diagnosed cases remain unsolved in genetic testing. As for most other inherited ocular
diseases, there is currently no therapy available for ADOA. Herein, a novel genetic
pathomechanism is presented, namely deep intronic mutations (DIMs) i®PAlthat
might explain many so far unsolved cases of ADOA. In total four families were identified
to harbor one of two distinct DIMs in intron 4b ofOPA1 Both mutations create new
splice acceptor sites that result in exonization of an intronic sequence (cryptic exon),
thereby introducing a premature termination codon in the mature mRNA. Such
transcripts that induce premature translational arrest are subject to nonsense-mediated
MRNA decay (NMD). The sequence of events could be experimentally tracked by
gualitative cDNA analyses (demonstrating cryptic exon inclusion), puromycin treatment
of patient-derived fibroblasts (proving selective decay of mutant transcripts) and
pyrosequencing (showing allelic imbalance on the transcript level in favor of the
wildtype allele). Finally, the reducedOPAltranscript level correlated with a decreased
amount of OPA1l protein as demonstrated by Western blot, further emphasizing
haploinsufficiency being a common mode of action inOPAZ%associated optic
neuropathies. In an in vitro proof-of-principle study using patient-derived primary
fibroblasts, a rescue of the DIM-induced splicing defect could by demonstrated by
transfection of modified antisense oligonucleotides (AON). These were designed to bind
the pre-mRNA at either the site of the cryptic splice acceptor (AC AON) or the putative
cryptic branch point (BP AON), respectively. The efficacy of restoration of normal
splicing of the mutant transcripts correlated with AON concentrations (showing higher
efficiency with AC AON) and incubation time, yielding a maximum splice correction of
55 % after four days of treatment with 20 nmol/l of AC AON. AON treatment also
elevated OPAL protein levels and was reproducibly effective in several different patient
cell lines. Hence, these experiments represent the first antisense-mediated rescue of a
deep intronic mutation in a mitochondriopathy. The half-maximum effect of the splice
correction was reached after approximately eight days and then faded over the course of
one month. In order to establish a more sustainable therapeutic strategy, a pilot study
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was performed using a minigene reporter assay to target the DIM by means of genome
editing with CRISPR/Cas9. Here, it could be demonstrated that targeted double strand
breaks and thereby induced non-homologous end joining (NHEJ) in the vicinity of the
DIM eventually resulted in deletions that encompassed the DIM and thereby restored
normal splicing between exons 4b and 5. Hence, these results provide proof-of-principle
for a therapeutic approach that aims at eliminating mutated intronic sequences in OPA1
in order to restore normal gene function.

In family OAK 587, the DIM ¢.610+364G>A in OPA1 occurred in trans with @PAl
missense variant (p.1437M). This variant does not cause a clinical phenotype per se,
neither in heterozygous nor homozygous state, however, if present in trans with a loss-
of-function allele it acts as a modifier and exacerbates the clinical outcome resulting in a
severe multisystemic disease now calle@PAlassociated Behr syndrome. This disease,
as observed in the three affected siblings in the family OAK 587, is characterized by
early-onset optic atrophy, ataxia in the first decade of life and one or several features
including peripheral external ophthalmoplegia, spasticities, cerebellar atrophy and
additional facultative symptoms and caused by bi-allelic mutations that frequently
involve the p.1437M modifier variant.

In order to study the p.1437M substitution at this evolutionary highly conserved residue,
the homologous mutation (p.1400M) was introduced into the murineOpal gene on a
bacterial artificial chromosome (BAC) via BAC recombineering. This modified construct
was injected in fertilized murine egg cells. Eight resulting transgenic founder animals
and their offspring were studied in depth on DNA, RNA and protein level, as well as in
behavioral tests and in prenatal stages. Using pyrosequencing-based allelic
discrimination, the number of transgene copies was determined at the DNA- and RNA-
level (1-5 copies). Western blots of whole cell lysates from transgene positive animals
showed elevated levels of OPA1 protein that correlated with the calculated fold change
of functional transgene transcripts. In order to mimic the human Behr syndrome
phenotype, mice expressing the equivalent of one functional BAC transgene copy were
crossbred in a two-step breeding scheme with a well characterize@palmouse line
carrying a heterozygous truncating allele. Mice with the Behr mimicking genotype were
viable but did not display neurological impairment at the investigated time points.
Likewise, overexpression of up to siOpaltransgene copies did not cause neurological
or behavioral impairment, even in old mice. The latter overexpression model will
deserve further investigations in terms of its neuroprotective potential for other
mitochondriopathies or diseases with distinct mitochondrial pathology including
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Morbus Alzheimer and Morbus Parkinson that were shown to benefit from OPA1l
overexpressioninsvitro.

In conclusion, this work identified deep intronic mutations as an unprecedented disease
mechanism in mitochondriopathies and provided strong evidence that the OPALl-
associated Behr syndrome results from bi-allelicOPA1 mutations with a benign
missense and a truncating allele in trans. Furthermore, two therapeutic proof-of-
principle studies using antisense oligonucleotides and CRISPR/Cas9 targeting a deep
intronic mutation in OPA1further emphasize the feasibility of therapeutic interventions
for this particular type of mutation. Finally, the first mouse model of strong
overexpression of the Opal gene represents a valid model for the evaluation of
protective effects of this gene on various common neurodegenerative diseases with

mitochondrial pathology.
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.  Zusammenfassung

Hereditare Optikusneuropathien sind eine wichtige Ursache fur die Erblindung von
Européern im erwerbsfahigen Alter. Die autosomal dominante Optikusatrophie (ADOA)
ist eine Subform der erblichen Optikusneuropathien, die hauptsachlich durch
Mutationen in OPA1 entsteht, einem nukledren Gen, das eine grof3e mitochondrial
lokalisierte GTPase aus der Dynamin-Familie kodiert. Trotz bedeutender technischer
Fortschritte bei der Exon-basierten Sequenzierung von Patienten-DNA und bei dem
Verstandnis jener Pathomechanismen die der ADOA zugrunde liegen, sind noch immer
etwa 55 % aller klinisch diagnostizierten Falle genetisch ungeldst. Wie bei den meisten
erblichen Augenerkrankungen, ist derzeit keine Therapie fur ADOA verfligbar. Die
vorliegende Arbeit zeigt einen bislang fur Mitochondriopathien nicht beschriebenen
Pathomechanismus aufDeep IntronicMutationen in OPA1 Dieser Mechanismus kénnte
zahlreiche, derzeit ungeloste Falle von ADOA erklaren. In insgesamt vier Familien
konnte jeweils eine von zweiDeep IntronicMutationen in Intron 4b des OPA1Gens
identifiziert werden. Beide Mutationen erzeugen neue Spleil3akzeptorstellen, die zu
einer Exonisierung intronischer Sequenz fuhren (kryptisches Exon), wodurch ein
vorzeitiges Stopp-Codon in der reifen mRNA entsteht. Transkripte, die einen solchen
vorzeitigen Abbruch der Translation bewirken, werden durch den Mechanismus des
Nonsense-Mediated mMRNA Dec@yMD) abgebaut. Die Abfolge dieser Vorgange konnte
experimentell anhand qualitativer cDNA-Analysen (Spleilien des kryptischen Exons),
der Puromycinbehandlung von Patientenfibroblasten (Induktion von NMD durch das
vorzeitige Stoppcodon) und Pyrosequenzierung (selektiver Abbau mutanter
Transkripte) nachgewiesen werden. Die reduzierterOPAXTranskriptlevels korrelierten
schlie3lich mit einer geringeren Menge an OPALl Protein (nachgewiesen mittels
Westernblot), was das Modell der Haploinsuffizienz bei OPAlassoziierten
Erkrankungen weiter stitzt. Im Rahmen einerin vitro Studie an Patientenfibroblasten
konnte das FehlspleiBen durch Transfektion mit modifizierten Antisense
Oligonukleotiden (AON) wiederhergestellt werden. Diese wurden designt, um di@PA1l
pra-mRNA gezielt an der kryptischen Akzeptorstelle (AC AON), bzw. dem
vorhergesagten kryptischen Verzweigungspunkt (Branch Point, BP AON) zu binden.
Hier korrelierte die SpleiBkorrektur der mutanten Transkripte mit den eingesetzten
Konzentrationen (bei einer hoheren Effizienz des AC AON) und der Inkubationszeit,
wobei der hochste gemessene Anteil von 55 % korrekt gespleil3ter mutanter
Transkripte nach vier Tagen Inkubation und einer eingesetzten AON-Menge von
20 nmol/l lag. Die AON-Behandlung erhthte auch das OPA1l Protein-Level und war
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vergleichbar effektiv in mehreren unterschiedlichen Patientenzelllinien. Damit
reprasentieren die vorliegenden AON-Experimente die erste Antisense-basierte
SpleiBkorrektur einer Deepe IntronieMutation in einer Mitochondriopathie. Der
halbmaximale Effekt der Spleil3korrektur wurde nach etwa acht Tagen erreicht und
nahm im Verlauf eines Monats weiter ab. Um eine Strategie fur langer anhaltende
therapeutische Effekte zu etablieren, wurde in einem Pilotversuch di®eepe Intronie
Mutation ¢.610+364G>A in einem Minigene Reporter-Assay durch CRISPR/Cas9-
vermitteltes Genome Editing angesteuert. Es konnte gezeigt werden, dass die hierbei
préazise generierten Doppelstrangbriiche in der Nahe ddbeepeIntronieMutation durch
nicht-homologe End-zu-End-Verknupfung Non-homologouseEndeJoininge=<NH#) der
Zelle repariert werden, wobei Deletionen entstehen, die auch den kryptischen Akzeptor
umfassen und dadurch das normale SpleiRen zwischen den Exons 4b und Exon 5
wiederherstellen. Folgliche zeigte diesee Studieeine einenipof-of-principle‘s auf,» dasse diee
Deletion intronischer Sequenz in bestimmten Fallen zu einer Wiederherstellung der
Genfunktion in OPAlfihren konnten.

In Familie OAK 587 trat dieDeepe IntronieMutation ¢.610+364G>A in trans zu einer
OPAl Missense Variante (p.1437M) auf. Diese Variante ist weder homozygot noch
heterozygot pathogen, wirkt jedoch, sobald sie in trans zu einer Loss-of-Function
Mutation auftritt, als Modifier und erschwert die Erkrankung hin zu einem komplexen
syndromalen Krankheitsbild, dem OPAZlassoziiertens ,Behre Syndrom“.e Wiee beis dene
erkrankten Geschwistern der Familie OAK 587 beschrieben, ist das Behr Syndrom
charakterisiert durch eine frihkindlich einsetzende Optikusatrophie, Ataxie in der
ersten Lebensdekade und zusatzliche fakultative Symptome wie periphere externe
Ophthalmoplegie, Spastiken sowie zerebellare Atrophie (unter anderem), ausgelost
durch bi-allelische OPA1 Mutationen (haufig unter Beteiligung des p.l437Modifiers).

Um die p.1437M-Substitution an dieser hochkonservierten Aminosaureposition zu
untersuchen, wurde die homologe Mutation p.l400M in das murine Opal-Gen auf einem
Bacteriale Artificiale Chromosomee (BAC)nittels BACRecombineering inseriert. Das
modifizierte Konstrukt wurde in befruchtete murine Eizellen injiziert. Acht transgene
FounderTiere und deren Nachkommen wurden auf DNA-, RNA- und Protein-Ebene,
sowie durch Verhaltenstest und in Pranatalstadien eingehend untersucht. Durch
Anwendung eines Pyrosequenzierungs-Assays zur allelischen Diskriminierung wurde
die Zahl der Transgen-Kopien auf DNA- und RNA-Ebene bestimmt (1-5 Kopien).
Westernblot-Analysen mit Lysat von unterschiedlichen Geweben transgenpositiver
Tiere belegen eine Korrelation zwischen erhéhten OPA1 Proteinlevels und der jeweils
entsprechend erhéhten Menge intakter mRNA-Transkripte. Um den bei Patienten
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beobachteten Phénotyp des Behr Syndroms genetisch nachzuvollziehen, wurden Tiere,
die das Aquivalent einer funktionellen Transgenkopie exprimierten, in einem
zweistufigen Verpaarungsschema mit einer bereits gut charakterisiertenOpat
Mauslinie verpaart, die ein heterozygotesLoss-of-FunctionAllel tragt. Obwohl die
resultierenden Mause mit entsprechendem Behr-Genotyp lebensféhig waren, zeigten sie
zu keinem der beobachteten Zeitpunkte neurologische Beeintrachtigungen. In gleicher
Weise zeigten auch Tiere mit bis zu sechs Transgenkopien keine neurologischen oder
behavioralen Auffalligkeiten, selbst in hohem Alter. Letzteres Mausmodell reprasentiert
damit eine wichtige Plattform fir die Untersuchung von Neuroprotektion bei
verschiedenen Mitochondriopathien und Erkrankungen mit mitochondrialer
Beteiligung, darunter Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson, fur die bereits in
vorangegangenenin vitro Studien eine mogliche positive Wirkung durch eine OPAl
Uberexpression gezeigt wurde.

Zusammenfassend identifiziert die vorliegende Arbeit erstmals Deep Intronic
Mutationen als Pathomechanismus in Mitochondriopathien und liefert Beweise fiir das
Modell des OPAlassoziierten Behr-Syndroms als bi-allelischer Erkrankung, bestehend
aus einer benignen Missense-Mutation und einem trunkierenden Allel in trans. Darlber
hinaus unterstreichen die Pilotstudien zur Ansteuerung vorbeep IntronicMutationen in
OPAL1 mittels Antisense Oligonukleotiden und CRISPR/Cas9 die Durchfuhrbarkeit
therapeutischer Interventionen fur diese Art von Mutation. Schliel3lich reprasentiert das
erste Mausmodell mit starker OPA1-Uberexpression einen wichtigen Ausgangspunkt zur
Untersuchung der neuroprotektiven Effekte dieses Gens auf weitere Erkrankungen mit
mitochondrialer Beteiligung.
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lll.  Synopsis

[11.1 Mitochondrien

Komplexes Leben ist untrennbar verbunden mit der korrekten Funktion von kleinen
subzellularen Organellen: den Mitochondrien. Die Hauptfunktion dieser molekularen
Kraftwerke besteht in der Bereitstellung chemischer Energie in Form von
Adenosintriphosphat (ATP). In héheren Eukaryonten initiieren Mitochondrien zudem
den programmierten Zelltod (Apoptose), sorgen u.a. fur die zellulare Calcium-
Homoostase, die Synthese von Eisen-Schwefel-Clustern (v.a. fur Enzyme der
Atmungskette)sundedenes AbbauevoneFettsduren«@xidation, in tierischen Zellen). Auch
der Citratzyklus sowie die Biosynthese von Aminosauren, Pyrimidinen und Porphyrinen
sind mitochondrial lokalisiert.

I11.1.1 Aufbau der Mitochondrien

Mitochondrien stellen ein myzelartig verzweigtes, sich dynamisch verdanderndes
Zellorganell dar, welches durch zwei Membransysteme, der auf3eren mitochondrialen
Membran (Mitochondrial Outer Membrane = MOMJNd der inneren mitochondrialen
Membran (Mitochondrial Inner Membrane = MIWM weiter strukturiert wird (siehe
Abbildung 1). Die MOM verankert u.a. Proteine fir die Interaktion mit dem
Endoplasmatischen Retikulum und dem Cytoskelett (fur die bedarfsgerechte
subzellulare Lokalisation (Siehe 111.1.6)). Den grof3ten Anteil an MOM-Proteinen bilden
allerdings Porin-Komplexe (Linden et al 1984), welche die MOM fur lonen, ATP und
andere kleine Metabolite permeabel machen. GréRere Proteine, die nach ihrer Synthese
an den cytosolischen Ribosomen fir das Innere der Mitochondrien bestimmt sind,
konnen an der MOM anhand ihrer mitochondrialen ErkennungssequenMj tochondrial
Targeting Sequence = MTSon einem Rezeptor des TIM/TOM-KomplexeéTranslocase

of the Inner/Outer Membrane) erkannt werden. Dieser Komplex besteht aus 19
Proteinen, darunter mehreren Chaperonen (u.a. HSP70 und HSP60). Letztere sind
erforderlich, da native Proteine aus dem Cytosol wahrend des mitochondrialen Imports
entfaltet werden und den Intermembranraum (Intermembrane Space = IB) als
Polypeptidkette erreichen.
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Die innere und die &uRere mitochondriale Membran sind durch den Intermembranraun
getrennt. Die innere Membran bildet Einstilpungen (Cristae), welche durch di€ristaes
Junctionsvom Intermembranraum abgegrenzt werden. Die Atmungskettenkomplexe sind in de
inneren Membran verankert, die den Matrixraum begrenzt. Dieser enthalt u.a. die mtDNA.

Der IMS trennt die MOM und die MIM. Letztere bildet eine komplexe Struktur mit einer
teils stark gefalteten Oberflache. Diese Invaginationen der MIM werden Cristae genannt.
Die schlauchartigen Einstllpungen vergréRern die Oberflache der MIM und bieten
dadurch mehr Verankerungsflache fur die mitochondrialen Atmungskettenkomplexe
(siehe 111.1.3). Durch die distal zum IMS gelegend@ristaesJunctiongrfolgt zudem eine
Regulation des Cytochrom C-Ausstroms im Zusammenhang mit der Aktivierung pro-
apoptotischer Signalkaskaden (siehe 111.1.4). Die MIM begrenzt nach innen die
mitochondriale Matrix. Innerhalb des Matrix-Raumes befinden sich zahlreiche Enzyme,
dieeaneders+Oxidation von Fettsduren und der Oxidation von Pyruvat unter Bildung von
Reduktionsaquivalanten (FADH+ und NADH+) fur die Atmungskette beteiligt sind.
Dartber hinaus enthalt die Matrix das mitochondriale Genom (mtDNA). Dieses
reprasentiert ein evolutiondres Relikt und weist auf den bakteriellen Ursprung dieses
Organells hin. Laut der Endosymbiontentheorie traten vor ca. zwei Milliarden Jahren ein
proto-eukaryontischese methanbildendese Archaeone unde einsProteobakterium in
Symbiose, wobei im Laufe der Evolution zahlreiche Gene und damit biochemische
Funktionen des symbiontischen -Proteobakteriums verloren gingen, oder in den
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Nukleus transferiert wurden (Moreira & Lopez-Garcia 1998). Dennoch blieben die
Mitochondrien semiautonom. Sie enthalten und replizieren ein eigenes Genom (beim
Menschen ein ringférmiges, 16.569 bp groRes doppelstrangiges DNA-Molekil) und
unterhalten einen eigenen Proteinbiosyntheseapparat. Die humane mtDNA kodiert
insgesamt 37 Gene. Mutationen in diesen Genen sind Ursache fur verschiedene,
maternal vererbte Mitochondriopathien (siehe 111.1.5). 24 dieser Gene kodieren fur
Komponenten der Translationsmaschinerie (22 tRNAs, 2 rRNAS); die restlichen 13 Gene
kodieren fur Proteine, die Untereinheiten der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe
darstellen. Alle Gbrigen Matrixproteine gelangen durch den Import Gber den TIM/TOM-
Komplex an ihren Zielort.

I11.1.2 Glykolyse und Fettsdureabbau

Glukose reprasentiert dene universellens ,Treibstoff“e flire diee Energiegewinnunge ine
eukaryontischen Zellen. Im Rahmen der so genannten Glykolyse bilden insgesamt zehn
Enzyme eine Kaskade, welche die Umwandlung von jeweils einem Molekul Glukose in
zwei Molekile Pyruvat katalysiert. Pyruvat gelangt anschlieBend Uber die
Porinkomplexe der MOM in den IMS und von dort Gber den MIM-standigen Pyruvat-
Transporter (Mitochondrial Pyruvate Carrier= MPQ, der aus den Proteinen MPC1 und
MPC2 besteht, in die Matrix (Bricker et al 2012). Dort angekommen wird Pyruvat in
Acetyl-CoA umgewandelt, welches als Ausgangssubstrat fur den Citratzyklus dient.
Einen ahnlichen Weg wie das Pyruvat gehen Fettsauren, die in mehreren Schritten
cytosolisch aufbereitet werden und anschlieBend mittels Antiporter durch die MIM in
die Matrix geschleust werden. Hier finden weitere Umwandlungen statt, die letztendlich
ebenfalls Acetyl-CoA generieren. Die nachfolgende zyklische Enzymkaskade
metabolisiert Acetyl-CoA zu C& wobei die intermedidaren Energietrager
Nicotinamidadenindinukleotid (NADH), Guanosintriphosphat (GTP) und Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FADH.) gebildet werden. Eine schematische Ubersicht Gber die Glykolyse
und den Citratzyklus ist in Abbildung 2 dargestellt.
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a) Glykolyse (im Cytoplggg:a) i
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Abbildunge2+GlykolysesundeCitratzykluse

a) Glykolyse: Im Cytosol der Zelle wird Glukose durch eine Reaktionskette aus zehn Enzymel
Pyruvat umgewandelt. Dabei wird ATP und NADH freigesetzt. Pyruvat wird anschlie3end in d
Matrix der Mitochondrien transportiert und dort in Acetyl-CoA umgewandelt. b) Citratzyklus:
metabolisiert Acetyl-CoA zu CO2 unter Aktivierung von intermediaren Energietragern.

[11.1.3 OxidativesPhosphorylierung:sDiesAtmungskettee

Die beim Citratzyklus gebildeten Reduktionsaquivalente NADH+Hund FADH sowie

das Zwischenprodukt Succinat treiben eine Elektronentransportkette an, die aus zwei
mobilen Transportern und vier gro3en Enzymkomplexen in der MIM besteht und die
Erzeugung eines Protonengradienten uber die MIM zur Aufgabe hat (sielAébildung 3).

Insgesamt konstituieren etwa 90 Untereinheiten die vier Enzymkomplexe der humanen
mitochondrialen Atmungskette (Komplex I-1V) und der ATP-Synthase (gelegentlich als
Komplex V bezeichnet) wobei lediglich 13 von der mtDNA kodiert werden: ND1-ND6
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und NDA4L als Bestandteile von Komplex |, Cytochrom B in Komplex Ill, COI-COIll in
Komplex IV und ATP8 sowie ATP6 in Komplex V (Larsson & Clayton 1995)

Die NADH-Coenzym-Q-Reduktase (Komplex I) oxidiert NADHH" zu NAD, wobei vier
Protonen (H*)eentgegensdemechemiosmotischensGradienteineden«IMSe, gepumyiden
(siehe Abbildung 3). Die zugehdorigen Elektronen fihren tber den Kofaktor FMN und ein
Eisen-Schwefel-Cluster schlieRlich zur Reduktion von Coenzym Q (GoQCoQH).
Coenzym Q ist ein lipophilearriersMolekil, das lateral zwischen den Komplexen | und
[ll, bzw. Il und 1l pendelt. Hierbei bewirken die Komplexe | und Il (SuccinaGoQ-
Reduktase) jeweils die Reduktion von CoQ (bei Komplex Il als Folge der Umwandlung
von Succinat zu Fumarat im Rahmen des Citratzyklus), wahrend Komplex Il (CoQH
Cytochrom-C-Reduktase) die Oxidation von CoQHewirkt.

Glycolyse  Lipid-Abbau
Co,

s
A

Fettsiuren NADH + H* NAD*

Pyruvat

Acetyl CoA

Zitronensaure-
zyklus

Abbildunge3<DiesmitochondrialesAtmungskettee

Die intermediaren Energietrager NADH und FADH2 des Citratzyklus treiben de
Elektronentransport der Atmungskette in der MIM an. An der oxidativen Phosphorylierung sinc
die Komplexe 1, Il, Il und IV sowie die mobileiCarrier Coenzym Q (Q) und Cytochrom C (Cyt (
beteiligt. Der Protonenriickstrom durch Komplex V (die §-ATP-Synthase), dient der Synthes:
von ATP.

CoQ und abgeleitete Substanzen (z.B. Idebenone (Barboni et al 2013)) werden auch fur
die Therapie von Mitochondriopathien, insbesondere bei Defekten der oxidativen
Phosphorylierung eingesetzt (siehe Abschnitte 111.1.5 und 1V.4). Komplex Il pumpt
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insgesamt weitere vier Protonen in den IMS, wobei frei werdende Elektronen auf den
wasserl6slichen, mobilen Transporter Cytochrom C Ubertragen werden. Cytochrom C
pendelt zwischen den Komplexen Il und IV (Cytochrom-C-Oxidase), wobei die
Weitergabe der Elektronen an Komplex IV letztendlich zur Bildung von 4@ und der
Freisetzung zweier weiterer Protonen in den IMS fuhrt (zur Rolle von Cytochrom C in
der Apoptose siehe 111.1.4).

Der so generierte Protonengradient erzeugt ein Membranpotenzial zwischen IMS und
Matrixraum, welches die ATP-Synthase antreibt. Dieser teilweise rotierende
Enzymkomplex nutzt die Energie des Protonenrtckstroms in Richtung Matrix, um aus
Adenosindiphosphat (ADP) und anorganischem Phosphat Adenosintriphosphat (ATP)
zu synthetisieren. Der anschlieende mitochondriale Export von ATP aus der
mitochondrialen Matrix in Richtung Cytosol erfolgt als gekoppelter Transport/Antiport:
Ein  Phosphattransporter  tauscht Hydroxidionen aus der Matrix gegen
Hydrogenphosphat aus dem IMS. Die Hydroxidionen reagieren aul3erhalb der MIM mit
den exportierten Protonen der Atmungskette zu BO. Gleichzeitig tauscht der ATP/ADP-
Antiporter ADP-Molekiile des IMS gegen ATP aus der Matrix aus. Der kombinierte
Transport/Antiport sorgt somit fur einen kontinuierlichen ATP-Export und ADP- und
Phosphat-Import durch die MIM.

I1.1.4 Apoptose

Cytochrom C ist ein so genannteMoonlighting-Protein, das mehrere unterschiedliche
biologische Funktionen aufweist. Neben seiner Aufgabe als Elektronentransporter von
Komplex Il zu Komplex 1V in der Atmungskette (siehe I11.1.3), ist Cytochrom C auch von
zentraler Bedeutung fur die Vermittlung der Apoptose, da sein Ausstrom ins Cytosol
Enzymkaskaden antreibt, die in den programmierten Zelltod minden.

Die Entscheidung einer Zelle zwischen Proliferation, stationarer Phase und initiiertem
Zelltod unterliegt einem dynamischen Gleichgewicht von pro-apoptotischen und anti-
apoptotischen Faktoren. Die Apoptose kann von auf3erhalb (extrinsisch) und von
innerhalb der Zelle (intrinsisch) induziert werden. Der intrinsische Weg fuhrt Gber die
Aktivierung von Vertretern der BH3-only Familie zur Rekrutierung der Bcl-2-Proteine
BAX und BAK an die MOM (Scorrano & Korsmeyer 2003). Diese oligomerisieren und
ermoglichen einerseits den Einstrom von Anionen aus dem Cytosol in den IMS und
fuhren andererseits zur Bildung von Poren in der MOM, ein Vorgang der als MOMP
(Mitochondrial Outer Membrane Permeabilizatignbezeichnet wird (Green & Kroemer
2004). Der Anionen-Einstrom bewirkt eine Depolarisation der MIM, gefolgt von einer
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Offnung der Cristaee JunctiongSiehe 111.1.1) und der Freisetzung von Cytochrom C aus
der MIM in den IMS. AnschlieRend stromt Cytochrom C mit Hilfe der MOMP aus dem IMS
in das Cytosol. Dort bindet Cytochrom C deApoptotice Protease-Activatinge Factore 1
(APAF-1), welcher daraufhin zu einem ringférmigen Heptamer oligomerisiert
(Apoptosom) und die Caspasen 9, 3 und 7 rekrutiert. Diese Proteasen fuhren zur
Spaltung weiterer  Zielproteine und damit letztlich zum  kontrollierten
Absterben/Untergang der Zelle, wobei der Zellkern aufgel6st, die DNA geschnitten, das
Chromatin kondensiert, das Cytoskelett abgebaut, die Translation gestoppt sowie die
Mitochondrien fragmentiert werden. Die apoptotische Zelle zerféllt zuletzt in kleine
Vesikel, dieapoptotice blebs die tberwiegend durch Phagocytose benachbarter Zellen
entfernt werden (Lodish 2007).

[11.1.5 Mitochondriopathiene

Konnen Mitochondrien nicht mehr ihren Aufgaben nachkommen, so kann es zu
zellularen Fehlfunktionen oder dem Absterben der betroffenen Zellen kommen. Solche
mitochondrialen Funktionsstorungen kénnen dabei extrinsisch ausgeldst werden, z. B.
durch virale Infektionen, Medikamente und toxische Substanzen, oder intrinsisch im
Zusammenhang mit monogenen oder komplexen Erkrankungen wie Morbus Parkinson,
Morbus Alzheimer (Coskun et al 2012), Morbus Huntington (Mochel & Haller 2011ind
kardiovaskularen Erkrankungen (Rosca & Hoppel 2010).

Monogene Mitochondriopathien werden durch Mutationen in einzelnen Genen
ausgelost. Von den etwa 1700 Genen, die fur mitochondrial lokalisierte Proteine
kodieren (MitoProteome.org, Stand 02/2016), konnten bislang Uber 240 mit
hereditaren Mitochondriopathien in Zusammenhang gebracht werden (Koopman et al
2012). Bei den meisten der beschriebenen mitochondrialen Erkrankungen handelt es
sich um syndromale Krankheitsbilder, was angesichts der ubiquitédren Prasenz der
Mitochondrien nicht Gberraschend ist. Trotz der grol3en phanotypischen Bandbreite der
Mitochondriopathien, treten allerdings neurologische und myopathische Symptome
gehéauft auf (Chinnery 2000). Bei den Mitochondriopathien muss unterschieden werden
zwischen Erkrankungen, die durch Mutationen in nukledren Genen verursacht sind und
entsprechend den klassischen Erbgangen (autosomal dominant, autosomal rezessiv und
X-chromosomal) vererbt werden und solchen, die durch Mutationen in der mtDNA
verursacht werden und deshalb strikt maternal vererbt werden. Bei Letzteren ist auch
der relative Anteil mutanter mtDNA-Kopien (Homoplasmie vs. Heteroplasmie) in den
verschiedenen Geweben und Organen von entscheidender Bedeutung hinsichtlich
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Penetranz und klinischer Expression der Erkrankung (Ballana et al 2008, Chinnery et al
2001). Obwohl ein Grol3teil der neurodegenerativen Manifestationen in

Mitochondriopathien letztlich als Konsequenz eines biochemischen ATP-Mangels
angesehen werden konnen, mussen die mutationsbedingt initial betroffenen
mitochondrialen Proteine nicht notwendigerweise Teil der Atmungskette sein: Wéahrend

zwar bei der Leberschen hereditaren Optikusneuropathie (LHON) primar

Untereinheiten des Atmungsketten-Komplexes | betroffen sind (MT-ND1, MT-ND4 und
MT-ND6), konnen Mutationen, die die mtDNA-Integritat oder -Replikation

beeintrachtigen (z. BPolymerasesGamm@OLG)) ebenfalls zu schweren neurologischen
Syndromen fuhren (Milone & Massie 2010). Auch Mutationen in Genen flr
mitochondriale tRNAs (Goto et al 1990, Shoffner et al 1990) und Genen fur molekulare
Chaperone (siehe IIl.1.1) wurden im Zusammenhang mit neurodegenerativen
Erkrankungen beschrieben (Ogilvie et al 2005). Ein weiteres Feld mitochondrialer
Proteine, deren Mutation zu teils erheblichen Beeintrachtigungen der Patienten flhrt,

betrifft die dynamische Architektur des Organells.

I11.1.6 FusioneundeFissione

Mitochondrien sind wandlungsféahige Zellorganelle, die ein vielfach verzweigtes
Retikulum bilden, welches sich durch Spaltungs- und Fusionsprozesse dynamisch
verandert. Ein Mitochondrium kann sowohl die eigene Teilung (Fission) als auch die
Verschmelzung (Fusion) mit anderen Mitochondrien der gleichen Zelle einleiten. Als
Nebenprodukt der oxidativen Phosphorylierung (siehe 111.1.3) entstehen kontinuierlich
reaktive Sauerstoffspezies Reactives Oxygene Species ROS), die umliegende Lipide,
Proteine und DNA (v. a. mtDNA) schadigen (Balaban et al 2005). Eine zentrale Rolle der
mitochondrialen Fission in postmitotischen Zellen besteht daher in der Abspaltung von
irreparabel beschéadigten mitochondrialen Kompartimenten, die nachfolgend mittels
Mitophagie abgebaut werden. Daruber hinaus ermdglicht die gezielte mitochondriale
Fission eine gleichmafige Aufteilung des Organells auf beide Tochterzellen nach der
Mitose (Taguchi et al 2007), bzw. einen bedarfsgesteuerten intrazellularen Transport an
Bereiche mit hohem Energieverbrauch (z. B. an die Ranvier-Schnirringe in Neuronen)
(Chiu 2011). Unkontrolliert ablaufende Fissionsprozesse wuirden zu einem stark
fragmentierten mitochondrialen Netzwerk mit eingeschrankter Funktionalitat fihren.
Unter physiologischen Bedingungen bilden Fissions- und Fusionsprozesse daher ein
dynamisches Gleichgewicht. Die Fusion von Mitochondrien erlaubt die Vereinigung und
den Austausch von Metaboliten, sowie von unbeschadigten mtDNA Kopien. Gleichzeitig
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sind filamentbse Mitochondrien weniger anfallig fir eine stressbedingt ansteigende
Mitophagieaktivitat und erzeugen ein stabileres Membranpotenzia(Twig & Shirihai
2011). Fusionsprozesse konnen auch als Zwischenschritt dienen, um leicht geschadigte
Mitochondrien in das Netzwerk aufzunehmen, anschlie3end alle defekten Komponenten
polar zu akkumulieren und durch asymmetrische Fission kompakt abzuschniren (Twig
& Shirihai 2011). Einen Uberblick (ber die mitochondrialen Fusions- und
Fissionsprozesse bieten Youle & van der Bliek 2012.

Die Fission in Saugetierzellen wird maf3geblich von DRPDynamin-Relatede Proteinel
gesteuert, einer grol3en GTPase aus der Dynamin-Familie. DRP1 ist im Cytosol lokalisiert
und wird Uber die MOM Rezeptoren FIS1, MiD49 und MiD51 rekrutiert. Die eigentlieh
Fission entsteht durch Polymerisierung von DRP1 an der MOM unter Ausbildung einer
Spiralstruktur, die durch GTP-Verbrauch eine Abschnirung des Mitochondriums
bewirkt (zur Ubersicht, siehe Elgass et al 2013). Die mitochondrialen Fusions- und
Fissionsprozesse stehen in einem dynamischen Gleichgewicht: Wahrend DRP1 an der
aufleren mitochondrialen Membran notwendig und hinreichend fur die
Fissionsprozesse ist, bedarf es komplexerer Prozesse fur die Fusion von Mitochondrien.
Die Hauptkomponenten der Fusion sind Mitofusin 1 (MFN1) und Mitofusin 2 (MFN2) in
der auReren Membran, sowieOpticeAtrophy*1(OPAL1) in der inneren Membran. Alle drei
Proteine gehéren— wie das Pro-Fissionsprotein DRPX zu den grol3en GTPasen der
Dynamin-Familie. MFN1 und MFN2 kénnen homo- und heterotypische Kontakte
zwischen den aufReren Membranen benachbarter Mitochondrien aufbauen und eine
Fusion einleiten (siehe Abbildung 4). Dies erzeugt zundchst einen gemeinsamen
Intermembranraum beider Organelle (Chen et al 2003). Fur einen erfolgreichen
Fusionsprozess ist zusatzlich auch die Interaktion zwischen MFN1 und OPA1l (Siehe
[11.1.7) an der MIM notwendig (Cipolat et al 2004).
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Fusion

Abbildunge4esLokalisationevon*OPA1,sMFN1eundsMFN2e

Die wichtigsten Interaktionspartner der mitochondrialen Fusion: MFN1 und MFN2 in der MON
und OPAL in der MIM. OPA1 kommt dabei als lange, membranstandige Isoform vor (L-OP.
und als prozessierte kurze Isoform im Intermembranraum (S-OPA1). Interaktionen zwischen |
OPA1 und S-OPAL1 sind von Bedeutung fur die Integritat der Cristagifnctions.

Wahrend MFN2 eher eine akzessorische Funktion wahrend des Fusionsprozesses
zukommt, ist dieses Protein andererseits malfligeblich am axonalen Transport von
Mitochondrien beteiligt (Misko et al 2010). Dabei komplexieren MFN1 und MFN2
zusatzlich mit den Linker-Proteinen MIRO1/2 und GRIF-1/OIP106, die eine Verbindung
zum Kinesin-basierten Transportsystem herstellen (Fransson et al 2006). Entsprechend
seiner Funktion als Pro-Fusionsprotein und seiner Rolle beim axonalen Mitochondrien-
Transport fuhren Mutationen in MFN2 zu einem fragmentierten mitochondrialen
Netzwerk und sind als genetische Ursache peripherer axonaler Degeneration
beschrieben worden. Diese aul3ert sich phanotypisch als periphere Neuropathie und
wurde als Charcot-Marie-Tooth Syndrom Typ 2a (CMT2a) klassifiziert. (Zuchner et al
2004).

MFN21 und MFNZ2 sind zudem von Bedeutung fir die Mitophagie: Eine Depolarisation der
MIM verhindert die Spaltung von PINK1 an der MIM durch das Protein PARL. Das
unprozessierte PINK1 reichert sich in der Folge an der MOM an und wird von Parkin
erkannt. Letzteres ubiquitinyliert die MOM-Komponenten MFN1, MFN2 und MIRO, die
daraufhin proteasomal abgebaut werden, wodurch die Fusion des geschadigten
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Organells mit dem mitochondrialen Netzwerk verhindert und die Mitophagie geférdert
wird (Gegg et al 2010, Jin et al 2010, Narendra et al 2008).

I11.1.7 Das OPA1-Protein

Wahrend MFN1 und MFN2 die Hauptakteure des Fusionsprozesses an der MOM sind, ist
OPA1 verantwortlich fur die Fusion der MIM. OPA1 gehort ebenfalls zur Klasse der
Dynamine und Dynamin-verwandten GTPasen und weist typische Strukturdomé&nen auf,
darunter die GTPaseDoméne,seines, MiddleeDomain“sundeeinesGTPase+EffektoreDoménee
(GED) (Akepati et al 2008). Die GED enthalt aulerdem eine von dr€piled-CoH
Domanen, CC2. Diese ist in der Lage homotypische, intermolekulare Interaktionen
einzugehen. Die beiden anderen Coiled-Coil-Doméanen CCO und CC1, die zwischen der
Transmembrandoméane und der GTPase-Domane des Proteins lokalisiert sind, kbnnen
hingegen intramolekular heterotypisch interagieren (siehe Abbildung 5)
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CCo CC1 cC2
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Abbildung 5 Das OPA1-Polypeptid

Schematische Darstellung der OPA1-Proteindoméanen und der diese Doménen kodierenc
Exons. Die Mitochondriale Importsequenz (MIS) wird von der mitochondrialer
Prozessierungspeptidase (MPP) erkannt. Die drei Transmembrandomanen (TM1, TM2a, TM:
werden teilweise von den alternativen Exons 4, 4b und 5b kodiert (rot). Zwei der dreCoiled-
CoitDoméanen (CCO und CC1) befinden sich zwischen der den Transmembrandoméanen und
GTPase Doméne. Diese wird gefolgt von dbtiddle Domane und der GTPasEiffektor Domane
(GED), die CC2 enthalt.

Die Transmembrandomane 1 (TM1) ist direkt hinter der mitochondrialen
Importsequenz (MIS) lokalisiert. Beim Import von OPAL in die Mitochondrien wird die
MIS durch die mitochondriale Prozessierungspeptidase (MPP) abgespalten und die
dabei entstehende lange OPAl-Isoform Uber die TM1 in der MIM verankert. Alle
funktionellen OPA1-Doméanen sind dabei dem IMS zugewandt. Zwei weitere
proteolytische Spaltstellen, S1 (Exon 5 kodiert) und S2 (Exon 5b kodiert), befinden sich
zwischen der TM1 und dem GTPase-Bereich (Ishihara et al 2006). Die Spaltung an S1
erfolgt durch eine m-AAA Protease bestehend aus den Matrix-Proteinen AFG3L2 und
Paraplegin (SPG7) (Duvezin-Caubet et al 2007, Ishihara et al 2006). S1 wird alternativ
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auch von der Metalloprotease OMA1 prozessiert, wahrend die i-AAA Protease YMELL im
IMS an S2 schneidet (Song et al 2007). Die MIM-standigen Proteine Prohibitin 1 und 2
hingegen supprimieren die Prozessierung von OPAL, allerdings ist der Mechanismus
dieser anti-apoptotischen Wirkung bislang ungeklart (Merkwirth et al 2008, Sato et al
2011). Unter physiologischen Bedingungen fuhrt die regulierte Prozessierung an S1 und
S2 zu einem stabilen Gleichgewicht zwischen den langen, membranstandigen OPAL1-
Isoformen (L-OPAL) und den verkurzten, solublen Isoformen im IMS (S-OPAL1). Fallt das
mitochondriale Membranpotenzial unter einen kritischen Wert, so fihrt dies zu einer
aktivierenden Autoproteolyse von OMA1, welches daraufhin durch seine
Endopeptidase-Aktivitdt an S1 alle L-OPA1l-Isoformen in S-OPA1-Isoformen konvertiert
(Head et al 2009, Zhang et al 2014). Wahrend eine Interaktion von L-OPA1l-Isoformen
(Gber intermolekulare CC2:CC2-Verbindungen) ausreicht um die Fusion zweier MIM zu
katalysieren, sind S-OPAl-Isoformen ohne Transmembrandomane dazu nicht in der
Lage (Anand et al 2014). Die OMA1-aktivierte Prozessierung von OPAL verhindert somit
die Re-Fusion von beschadigten und/oder depolarisierten Mitochondrien mit dem
intakten Netzwerk.

Unabhangig von der stressbedingten Aktivierung der OMA1-Endopeptidase wird auch
Uber die konstitutive Aktivitat von YMELL kontinuierlich S-OPA1 generiert. Dies ist
essentiell fur eine weitere Funktion von OPAL: Die Aufrechterhaltung deCristaee
Junctions.\lm Zusammenwirken von L-OPAl- und S-OPAl-Isoformen bilden sich
membranverankerte Oligomere, welche die zum IMS hin gelegene Offnung der Cristae
verschlieBen (Frezza et al 2006). Dieser OPAl-Komplex dient einerseits der
Aufrechterhaltung der Cristae-Struktur und wirkt dabei anderseits anti-apoptotisch,
indem der Ausstrom von Cytochrom C in den IMS blockiert wird. Wird die intrinsische
Apoptosekaskade durch BAX/BAK-vermittelte MOMP induziert (siehe 111.1.4), so fuhrt
dies Uber einen bislang ungeklarten Zwischenschritt ebenfalls zur Aktivierung von
OMAL und dadurch zur Prozessierung von OPA1 mit der Konsequenz, dass Ciestaes
Junctionsinstabil werden (Jiang et al 2014). Dies bewirkt einen unmittelbaren Ausstrom
von Cytochrom C in den IMS, und von dort durch die BAX/BAK-Pore in das Cytosol.
Neueste, bislang unbestétigte Daten, legen allerdings nahe, dass OPA1l bei der
Assemblierung der Cristae* Junctiondediglich eine regulatorische Funktion zukommt,
wéhrend die Junctionsselbst von MIC60 gebildet werden (Barrera et al 2016).

Folglich ergeben sich mehrere biochemische Signalwege, die eine Aufrechterhaltung der
mitochondrialen Integritat, des MIM-Potenzials im Netzwerk und der zellularen
Homdoostase ermdglichen. Wird die MIM depolarisiert, aktiviert dies gleichzeitig eine
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pro-apoptotische und eine anti-apoptotische Achse Uber die Mitophagie: Die
Depolarisation der MIM bewirkt einerseits die Akkumulation von PINK1, dadurch die
Rekrutierung von Parkin und den Abbau der Pro-Fusionsproteine MFN1 und MFN2, was
eine Fragmentierung der Mitochondrien bewirkt, bzw. eine Re-Fusion mit dem
Netzwerk verhindert und Mitophagie ermoglicht. Andererseits bewirkt die
Depolarisation der MIM oder eine intrinsische Aktivierung der Apoptose-Kaskade via
Bax/Bak eine OMALl-bedingte Prozessierung von OPA1l, was erstens ebenfalls
Fusionsprozesse verhindert (und dadurch eine mitochondriale Fragmentierung im
Sinne der Mitophagie verstarkt) und zweitens dieCristaesJunction$ffnet, wodurch das
Freisetzen von Cytochrom C in den IMS ermdglicht wird, ein zentraler Schritt bei der
Exekution der Apoptose (siehe 111.1.4).

Wahrend die meisten bislang beschriebenen Funktionen und Interaktionen von OPALl
Prozesse im IMS und dem Interface zwischen IMM und IMS betreffen, wird zunehmend
auch eine Beteiligung von OPA1 an Matrix-Prozessen beschrieben. So konnte gezeigt
werden, dass der Verlust von OPAL zu einer Beeintrachtigung der Calcium-Homdoostase
fuhrt (Kushnareva et al 2013) und die Prasenz von OPAl-Isoformen mit zusatzlicher
Transmembrandomane (kodiert von Exon 4b) Einfluss auf die Menge und Verteilung der
MtDNA in der mitochondrialen Matrix haben (Elachouri et al 2011). Der zugrunde
liegende Mechanismus und dessen biologische Funktion sind bislang ungeklart; sie
konnten allerdings im Zusammenhang stehen mit der Anreicherung von mtDNA-
Deletion bei Patienten mit syndromalen Formen von OPAZ&assoziierter
Optikusneuropathie (Amati-Bonneau et al 2008, Hudson et al 2008), (siehe 111.2.3.1)

[11.1.8 Das*OPA1-Gene

Das OPA1Gen wurde im Jahre 2000 von zwei unabhangigen Arbeitsgruppen
beschrieben und als ursachliches Gen fir den zuvor auf Chromosom 3g28-g29
kartierten Lokus der autosomal-dominanten Optikusatrophie identifiziert (Alexander et

al 2000, Delettre et al 2000). Das Gen umfasst einen genomischen Sequenzabschnitt von
mehr als 100 kb und kodiert insgesamt 31 Exons, von denen drei, die Exons 4,ufd

5b, alternativ gespleil3t werden (Delettre et al 2001)Die Nomenklatur der Exons wurde
daher in der Vergangenheit (und auch fur diese Dissertation) als 1-29 + 4b und 5b
festgelegt. Das Startcodon vo®PAlbefindet sich in Exon 1, wahrend das Stopp-Codon
im vorletzten Exon (Exon 28) liegt. Die Inklusion bzw. das Skipping der alternativen
OPA1Exons erzeugt acht mRNA Splei3-Isoformen, deren Anteil am Gesamtpool der
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OPAZlTranskripte allerdings gewebsspezifisch variiert (Delettre et al 2001). Ein
partieller, quantitativer oder qualitativer Funktionsverlust von OPA1 fuhrt zur
autosomal dominanten Optikusatrophie (ADOA), zuweilen mit zusatzlichen
extraokularen Symptomen (siehe 111.2.3.1 und 111.2.3.2). Das Spektrum der urséchlichen
Mutationen umfasst dabei Basenaustausche mit Auswirkung auf die Aminosauresequenz
(MissenseMutationen), proteintrunkierende Mutationen (Stopp-Mutationen,
Insertionen, Deletionen, Spleimutationen (Schimpf et al 2006) (siehe 111.3.1.1) und
auch groRRere strukturelle Genveranderungen (Deletionen, Duplikationen), die mehrere
Exons oder das gesamt®©PA1IGen umfassen (Fuhrmann et al 2009). Die bislang als
pathogen beschriebenenOPAL Mutationen betreffen alle Exons, mit Ausnahme der
Exons 4, 4b, 5 und 29 (Ferre et al 2015).

[11.2 Retinale Ganglienzellen & Autosomal Dominante Optikusatrophie
(ADOA)

Mangel oder Fehlfunktion des mitochondrialen Fusionsproteins OPA1 fiihrt bei den
meisten betroffenen Patienten zu einer isolierten progressiven Optikusatrophie (siehe
1.2.3). Dieses Krankheitshild ist das Ergebnis einer chronisch voranschreitenden
Degeneration der retinalen Ganglienzellen und deren Axone, die den Sehnerv bilden.
Weshalb Mutationen im ubiquitar exprimierten OPAXGen insbesondere die retinalen
Ganglienzellen beeintrachtigen, ist bislang ungeklart.

111.2.1 Aufbau der humanen Retina

Die menschliche Retina unterscheidet finf Klassen von Neuronen: Fotorezeptoren, die
als Licht-Detektoren fungieren, Horizontal-, Bipolar- und Amakrin-Zellen, die als
Interneurone dienen und retinale Ganglienzellen (RGC), deren Axone die visuelle
Information in héhere Regionen des zentralen Nervensystems leiten. Die beschriebenen
Klassen lassen sich in morphologische und funktionelle Zelltypen untergliedern. So
verfugt die menschliche Retina tUber zwei Typen von Fotorezeptoren: Stdbchen und
Zapfen. Die Stabchen vermitteln monochromatisches Sehen (Absorptionsmaximum bei
* 500 nm) bei geringer Lichtintensitat (skotopischer Bereich), wahrend die Sensitivitat
der Zapfen bei héheren Lichtintensitaten liegt (photopischer Bereich) (Kraft et al 1993).
Die humanen Zapfen lassen sich auf der Basis der Expression von Fotopigmenten mit
unterschiedlichem Absorptionsspektrum in drei Subtypen untergliedern: S-Zapfen
(*max 426 nm = blau), M-Zapfer(* max 530 nm = griin) und L-Zapfen* max 552 nm =



Synopsis| 32

rot) (Merbs & Nathans 1992). Sie verteilen sich nicht gleichmalig tUber die Retina,
sondern konzentrieren sich auf den Punkt des scharfsten Sehens (Macula lutea), der
keine Stabchen (und auch keine S-Zapfen) enthélt und sind 1:1:1 verschaltet zwischen
Fotorezeptor, Bipolarzelle und Ganglienzelle.
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Bipolarzelle ‘ ‘
Horizontalzelle ) .
Stabchen \ .
Zapfen e ‘7
Choroidea ./d“

Abbildunge6++Aufbausdershumanen<Retina

Einfallendes Licht durchdringt alle Schichten der Retina, bevor es von den Fotorezeptor
(Stabchen und Zapfen) detektiert wird. Die durch Horizontalzellen und Amakrinzeller
prozessierten Signale der Fotorezeptoren werden Uber Bipolarzellen an die Ganglienzell
weitergeleitet. Die Axone der Ganglienzellen bilden den Sehnerv und durchdringen gebind:
die gesamte RetinaNFL =Nervee«fiberelayer GCL =Ganglione cells layerIPL =« Innere plexiform:
layer, INL =Innerenuclearelayer OPL =Outereplexiformelayer ONL=+OuterenuclearslayerELM =
Externale limitinge membranelS/OS =Innere segments,s Outere segmenBPE =Retinale pigment:
epithelium, BM =BasilareMembrane

Mit zunehmender retinaler Exzentrizitat nimmt die Zahl der Zapfen ab, der Grad der
neuronalen Konvergenz aber stark zu. Die Signale der Fotorezeptoren werden zusatzlich
durch Horizontalzellen (die prasynaptisch zu den nachgeschalteten Bipolarzellen liegen)
und Amakrinzellen (die Ganglienzellen und/oder Bipolarzellen lateral verbinden)
prozessiert, wodurch die visuelle Information bereits in der Retina teilweise verarbeitet
wird (siehe Abbildung 6). Letztendlich konvergiert die Sehinformation von insgesamt ca.
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125 Millionen Fotorezeptoren zu etwa einer Million Ganglienzellen (Bear et al 2006). An
die Fotorezeptoren grenzt nach aul3en das retinale Pigmentepithelium an, dessen
Funktion u.a. in der Absorption von Streulicht, der Wiederaufbereitung des
Sehfarbstoffs und der metabolischen Unterstutzung der Fotorezeptoren liegt. Die
Ganglienzellschicht wird zur retinalen Seite von den Bipolarzellen flankiert und zur
lichtzugewandten Seite durch die Membranae limitanse internavom Corpuse vitreum
getrennt. Als Papille bezeichnet man den funduskopisch scharf begrenzten Bereich am
hinteren Augenpol in welchem die Nervenfasern der retinalen Ganglienzellen
zusammenlaufen und als Faserbindel in die aul3eren Schichten des Auges abtauchen.
Dieser Bereich der Retina enthélt keine weiteren Neuronen und stellt das anatomische
Korrelate dese ,blindene Flecks®s darDie inverse Natur des menschlichen Auges bedingt,
dass die zum Sehnerv gebindelten Axone der Ganglienzellen an der Papille die gesamte
Schicht der Retina durchdringen mussen, bevor sie am hinteren Pol des Auges die Sklera
uberwinden. In seiner retinofugalen Projektion verlasst der Sehnerv die knocherne
Augenhohle (Orbita) tber dieLaminae cribrosa Erst dahinter werden die Axone der
Ganglienzellen von Oligodendrocyten myelinisiert (Perry & Lund 1990), sodass erst ab
hier die energiedrmere, saltatorische Weiterleitung der Nervenimpulse erfolgen kann.
An der Basisecerebrkreuzen sich die Sehnerven am sogenannté&bhiasmaesopticumHier
kommt es zu einer partiellen Dekussation, bei der die Axone des nasalen retinalen
Hemifeldes sich Gberkreuzen und gebindelt mit den Axonen des temporalen Hemifeldes
der kontralateralen Retina zum primaren Ziel des Sehnervs projizieren, derGorpuse
geniculatume laterale (CGL) Dieser sendet seinerseits Axone zum primaren visuellen
Cortex, einem Teil des Occipitallappens (Bear et al 2006).

[11.2.2 UrsachenepathologischersOptikusneuropathiee

Die Ursachen fur eine Dysfunktion oder letztlich die Degeneration retinaler

Ganglienzellen konnen mannigfaltig sein. Neben Ischaemie und traumatischer Axotomie
fuhren auch glaukomatose und infektiose Erkrankungen (z. B. Syphilis), Diabetes,
Nebenwirkungen medizinischer Behandlungen (z. B. durch Ethambutol, Amiodarone
oder Bestrahlung), toxische Substanzen (z. B. Methanol) und Erndhrungsgewohnheiten
in Kombination mit Alkohol und Tabakkonsum zu einem voribergehenden oder

dauerhaftem Funktionsausfall, letzteres haufig verbunden mit einem Absterben der
Ganglienzellen (Zur Ubersicht, siehe Behbehani 2007).

Zu den wichtigsten Erkrankungen, die zu einer Erblindung bei Europdern im

erwerbsfahigen Alter fuhren, gehoren auch erbliche Optikusneuropathien. Diese konnen
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als Teilaspekt eines syndromalen Krankheitsbildes oder als isolierte
Optikusneuropathien auftreten. In den allermeisten Fallen, in denen die genetische
Ursache fir eine isolierte oder syndromale Optikusatrophie bestimmt werden konnte,
ist das zugehorige Protein mitochondrial lokalisiert und/oder es kommt in Folge der
Mutation zu einer mitochondrialen Dysfunktion (siehe Abbildung 13). Zu den h&ufigsten
Auslosern einer isolierten Optikusneuropathie gehéren Mutationen im mtDNA Genom,
die sich Klinisch als Lebersche hereditéare Optikusneuropathie (LHON) manifestieren.
95 % aller LHON-Falle gehen dabei auf drei verschiedene Mutationen in den Geiddl
(nt3460G>A),ND4 (nt11778G>A) undND6 (nt14484T>C) zurtuick. Alle drei betroffenen
Gene kodieren fir Komponenten von Komplex | der mitochondrialen Atmungskette.
Aufgrund der Prasenz der LHON-Mutationen in der mtDNA wird diese Erkrankung
ausschlief3lich maternal vererbt.

[11.2.3 Die Autosomal dominante Optikusatrophie (ADOA)

Die zweithaufigste Ursache erblicher Optikusneuropathie ist die autosomal dominante
Optikusatrophie (ADOA) mit einer Pravalenz von 1:50.000 weltweit (Yu-Wai-Man et al
2010). Die uberwiegende Mehrzahl der untersuchten ADOA-Patienten weist dabei eine
Mutation im OPA1Gen auf (siehe 111.1.8). In einer kleinen Zahl von Familien mit
isolierter ADOA wurden auch dominante Mutationen in den Gene®PA3(Grau et al
2013, Reynier et al 2004),SPG7(Klebe et al 2012) undWFS1 (Grenier et al 2016)
nachgewiesen. Die klassische ADOA Typ Kjer ist klinisch charakterisiert durch einen
schleichend einsetzenden, progredienten und bilateral weitgehend symmetrischen
Visusverlust mit typischem Krankheitsbeginn innerhalb der ersten Lebensdekade
(Carelli et al 2004). Die Verschlechterung des Sehvermégens verlauft dabei schmerzfrei,
beidseitig symmetrisch und meist unbemerkt, entweder konstant fortschreitend oder
schubweise, jedoch oftmals mit deutlichen innerfamiliaren Unterschieden.
Ophthalmologisch werden haufig zentrale bis coecozentrale Skotome berichtet,
wahrend die Peripherie meist intakt bleibt. Tritanopie ist ein weiteres wichtiges, jedoch
nicht obligates Indiz fur die ADOA Typ Kjer. Je nach Erkrankungsstadium erscheint die
Papille von ADOA-Patienten funduskopisch temporal blass und insgesamt starker
exkaviert. Trotz unterschiedlicher Pathogenese tberschneiden sich LHON und ADOA in
ihren phanotypischen Endstadien (O'Neill et al 2011).

Seit der Erstbeschreibung vonOPAXMutationen als Ursache fiir nicht-syndromale
Optikusatrophien wurden zunehmend auch Falle mit extraokularen Begleitsymptomen
beschrieben. Diese reichen von leichter Innenohrschwerhdrigkeit tber komplexe
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systemische Erkrankungen mit Ataxie, Ophthalmoplegie, peripherer Neuropathie und
zerebellarer Atrophie, bis hin zu frihkindlich letalen Formen.

1.2.3.1 OPA1l-assoziierte Optikusneuropathien

Bereits frih nach der Erstbeschreibung desOPA1Gens als Ursache fur hereditare
isolierte ADOA mussten Aussagen uber Penetranz und Expressivitat der Erkrankung
angepasst werden. Wahrend einerseits zunehmend intrafamiliare Falle vo@PA%l
assoziierter ADOA mit reduzierter Penetranz berichtet wurden (Cohn et al 2007,
Toomes et al 2001), konnten auch syndromale Optikusatrophien mit zusatzlicher
extraokularer Beteiligung auf Mutationen inOPAlzuriickgefiihrt werden. Bei diesen als
ZADOAplus“e bezeichnetene Erkrankungene wurdeelsa haufigste Begleitsymptomatik
Innenohrschwerhorigkeit (Amati-Bonneau et al 2003) beschrieben, die jedoch oft auch
mit weiteren neurologischen und neuromuskularen Symptomen wie Ataxie, peripherer
Neuropathie, Myopathie, progressiver externer Ophthalmoplegie (PEO) und Ptosis
einhergingen (Amati-Bonneau et al 2008, Hudson et al 2008, Payne et al 2004). Inegi
breit angelegten Studie aus dem Jahr 2010 konnte schliel3lich gezeigt werden, dass etwa
20 % aller Patienten mit OPAXMutationen unter zusatzlichen extraokularen
Symptomen leiden, die bevorzugt im jungen Erwachsenenalter zeitlich verzégert zur
Optikusatrophie auftreten. Eine Genotyp-Phanotyp Korrelation ergab dabei eine
Haufung von Mutationen in der GTPase-Doméane und einen insgesamt signifikant
erhohten Anteil von MissenseMutationen (Yu-Wai-Man et al 2010a). Dies deutet auf
einen mdglichen dominant-negativen Effekt des mutanten Proteins hin, im Gegensatz
zur mutmalllichen Haploinsuffizienz bei der Mehrzahl von Patienten mitOPAl
gekoppelter ADOA. Auf Basis dieser und weiterer Beobachtungen konnten in einer
retrospektiven Studie auch bei 77 % der ntersuchtene Patientene mite alse ,isoliert“s
beschriebener Optikusatrophie weitere subklinische Dysfunktionen nachgewiesen
werden (Baker et al 2011). Diese phanotypische Variabilitdt in der Auspragung wird
weiter verkompliziert durch die Beschreibung einzelner OPAlPatienten mit

multisystemischen Erkrankungen, jedoch ohne Optikusatrophie (Milone et al 2009).
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1.2.3.2 Das OPAl-assoziierte Behr Syndrom

Im Jahre 2011 wurde erstmals einOPAZ%assoziiertes Krankheitsbild beschrieben,
welches sich in Schweregrad und genetischem Pathomechanismus von den Ubrigen
Fallen deutlich unterschied und nach neueren Ergebnissen zum Formenkreis dEarly
Onset Behr Syndromzau zéhlen ist (Schaaf et al 2011). In dieser Publikation wurde tber
zwei Geschwister mit frithkindlicher Optikusatrophie (<2 Jahre) und multisystemischen
syndromalen Symptomen (u.a. Nystagmus, Hypotonie, Ataxie, Dysphagie und
Konstipation) berichtet, bei denen compoundheterozygote Mutationen in OPALl
gefunden wurden. Bei den Mutationen handelte es sich um eine proteintrunkierende
Leseraster(FrameshiftyMutation (c.2708 2711del, p.V903GfsX3) und eindissense
Mutation in der GTPase Domane (c.1311A>G/p.1437M). In der Folgezeit wurden
zahlreiche weitere Falle beschrieben, die diesem Muster au®mpoundheterozygoten
OPAXMutationen in Kombination mit schwerer frihkindlicher syndromaler
Optikusatrophie folgen (Bonifert et al 2014, Bonneau et al 2014, Carelli et al 2015, Lee et
al 2016, Liao et al 2017) (siehe auch 111.3.2) und die schlie3lich zu einer generellen
Dreiteilung der OPAZlassoziierten Erkrankungen fihrten: 1. isolierte Optikusatrophie
mit heterozygoten OPAXMutationen, die mutmalilich eine Haploinsuffizienz bedingen,
2. syndromale Optikusatrophien mit typischerweise adult manifestierender
extraokularer Symptomatik bei heterozygotenOPAXMutationen, die mutmallich eine
dominant-negative Wirkung entfalten und 3. frihkindlich (< 2 Jahre) manifestierende
syndromale  Optikusatrophien mit compoundheterozygoten OPAXMutationen,
bestehend aus je einer proteintrunkierenden (bzwLoss-of-Functiopund einer Missense
Mutation (vorwiegend in der GTPase Doméne). Letztere Konstellation wurde
nachfolgend alsEarly Onset Behr Syndrorklassifiziert (Chao de la Barca et al 2016),
entsprechend der Erstbeschreibung durch Carl Behr (Behr 1909).

[11.3 Kanonisches und pathologisches molekulares Spleil3en

Neben der im vorangehenden Abschnitt dargestellten klinischen Variabilitat und der
damit verbundenen Schwierigkeit zu entscheiden, ob eine genetische Untersuchung
bzgl. Mutationen in OPALl indiziert ist, stellt sich andererseits die Problematik der

(ungeniigenden) Sensitivitat der derzeit Ublichen genetischen Testverfahren zum

Nachweis pathogener OPAtMutationen. Trotz der enormen Fortschritte moderner
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Sequenziermethoden wird selbst bei eineiVholesExomesequenzierung (WES) lediglich
in etwa 60 % aller Erkrankungsfalle (hier bezogen auf erbliche Netzhauterkrankungen)
die pathogene Mutation identifiziert (Neveling et al 2013, Weisschuh et al 2016, Yu-Wai-
Man et al 2010a). Die wesentlichen Grunde daftr sind: 1. die technischen Limitierungen
derzeitiger WES-Ansatze: Die Abdeckung der Zielsequenz (kodierende Exone) ist
ungleichméRig und nicht vollstandig, grol3e heterozygote Deletionen/Duplikationen
sind nur schwer nachzuweisen (Fuhrmann et al 2009), Inversionen und
Translokationen sind praktisch nicht nachweisbar; 2. die Identifizierung von Varianten
unbekannter Signifikanz (= Variantse ofe Unknowne Significance VUS); 3. klinische
Fehldiagnosen (z.B. Ausschlussuntersuchungen oder Phanokopien) und 4. die fehlende
Abdeckung nicht-kodierender Genabschnitte, die pathogene Mutationen enthalten
kobnnen (z.B. 3- oder 5'UTRs, Introns Promotoren und andere genregulatorische

Elemente).

[11.3.1 IntronseundedaseSpleiRosoms

Die Mehrzahl der Gene in hoheren Eukaryonten ist unterteilt in kodierende Exons und
nicht-kodierende Introns. Das humane Genom enthalt tiber 200.000 Introns mit LAngen
von 100 bp bis tber 700.000 bp, wobei die durchschnittliche Intronlange von 1800p
die gemittelte L&nge der Exons (123 bp) um das beinah zehnfache tbersteigt (Hoskins &
Moore 2012). Bei der Transkription proteinkodierender Gene durch die RNA
Polymerase 1l entsteht ein Primartranskript (pra&-mRNA), aus welchem im ko-
transkriptionellen Splei3-Prozess die Introns entfernt und benachbarte Exons
basengenau miteinander verbunden werden. Dieser Prozess erfolgt durch eine
komplexe Interaktion der pr&-mRNA mit RNA-bindenden Proteinen, die spezifische
Sequenzmotive entlang der pra-mRNA als intronisch oder exonisch markieren. Diese
Exon-Splice-Enhancer(ESE), Exon-Splice-Silencer(ESS),Intron-Splice-Enhancer (ISE)
und Intron-Splice-Silencer(ISS)-Motive rekrutieren in einer hierarchischen Kaskade
weitere Splei3faktoren (darunter die zentralen U1, U2, U4, U5 und U6 Ribonukleotid-
Protein-Komplexe [RNPs]) und konstituieren dadurch das sogenannte Spleillosom, das
mit tber 300 Polypeptiden die grof3te bekannte makromolekulare Funktionseinheit der
Zelle darstellt (Nilsen 2003, Rappsilber et al 2002). In einem mehrstufigen Prozess
katalysiert das Spleildosom prazise Schnitte an den Exon-Intron Grenzen und ligiert
benachbarte Exons, wobei es exonubergreifende und intronibergreifende molekulare
Interaktionen integriert, um Exongrenzen basengenau zu identifizieren (De Conti et al
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2013). Die Bindung der Splei3faktoren an die ESE-, ESS-, ISE- und ISS-Miivéabei
dynamisch und variabel in ihrer Affinitat, je nach Ubereinstimmung mit der Konsensus-
Sequenz und Zuganglichkeit des Abschnitts im dreidimensional rickgefalteten pra-
MRNA-Transkript. Fast samtliche Schritte des Spleil3prozesses sind reversibel, was eine
SondierungeundeeinekinetischesPyoofreading'*dereSpleil3reaktioneerlaubt(siehe

Abbildung 7) (Hopfield 1974, Hoskins & Moore 2012).
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Abbildung 7 Konsekutive Bindung der Hauptfaktoren des SpleiRosoms.

Der inkrementelle Aufbau des Kern-SpleiBosoms beginnt mit der Bindung der Dono
Spleil3stelle durch das U1snRNP und der Anlagerung von BBP2 und Mud2 an &eanch Point
Diese werden durch das U2snRNP verdrangt, welches den Tri-snRNP U4/U6-U5 rekrutiert. C
Hinzukommen und Verdréangen weiterer Faktoren fihrt schlie3lich zur katalytischen Spaltung
an der Donor-Splei3stelle und schlie3lich zur Spaltung und Ligation der Akzeptorstelle mit de
Donorstelle. Mit Ausnahme der zweiten katalytischen Spaltung an der Spleil3akzeptorstelle sii
beinahe samtliche Schritte der Assemblierung reversibel.

Dabei werden allerdings selbst unter normalen Umstanden nicht alle Exons in jedes
Transkript eines Gens inseriert. Diese so genannten alternativen Exons finden sich in
etwa 95 % aller Gene (Pan et al 2008) und tragen entscheidend zur grol3en Komplexitat
des Proteoms hoherer Eukaryonten bei (Nilsen & Graveley 2010). Allerdings fuhren
auch ca. 35 % der in Datenbanken annotierten alternativ gespleil3ten Exons zu einem



Abbildung8«DiesKonsensuSequenzedereSpleil3stellensineGenenedessMenschen

Introns enden gewbhnliche mite AG's (Akzeptorstelle)e unde beginnens mite ,GT‘e (Donorstelle). L
Akzeptorstelle wird stromaufwarts von einer pyrimidinreichen Sequenz flankiert. Auch die
umliegende Sequenz der Donorstelle weist eine Konsens@&quenz auf: CAGGTAAGT

1.3.1.1 KanonischesSpleildmutationene

Mutationen in unmittelbarer Nahe von genuinen Exon-Intron-Grenzen fuhren haufig zu
fehlerhaftem SpleiRen, wobei das betreffende Exon Ubersprungenexons skipping,
verkirzt, oder durch zusatzliche intronische Sequenz verlangert werden kann.



1.3.1.2 Deep IntronicMutationen
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Abbildunge 11+ CRISPR/Cas9e induziertes Wiederherstellunge dese korrektene Spleifddnisigene-
KonstruktenezureAnalyseederesDeepeIntronic-Mutationec.610+364G>Asine OPAl<Exon+4b



Die Einzelklonanalyse der editierten MinigenePlasmide zeigte, ausgehend von den
Cas9-Schnittstellen, ein breites Spektrum an Deletionen mit fehlenden Abschnitten von
z.T. mehreren hundert Basen Lange. Diese unerwartet grof3en Deletionen erklaren sich
maoglicherweise durch die (im Unterschied zu humanen Chromosomen) ringférmige und
nukleosomal atypisch verpackte Architektur von transfizierten Plasmiden, die eine
NHEJ-basierte Re-Ligation der linearisierten Abschnitte erschweren kodnnte (siehe
Diskussion, 1V.4.5).

Eine Ko-Elektroporation von CRISPR-Plasmid undOPA1-Minigene in priméare
Fibroblasten zeigte ahnliche Ergebnisse, allerdings mit reduzierter Effizienz. Die
eingebrachten Plasmide wurden nach einer Inkubationszeit von drei Tagen isoliert und
auf Deletionen hin analysiert (IPCR>RFLP>Subklonierung). Insgesamt konnten zehn
unabhangige Deletionen unterschiedlichen Ausmalies isoliert und zurick in den
Minigene-Vektor pSPL3 kloniert werden. Eine Transfektion von HEK293T- und 661W-



Abbildung 12 Amplikons intern deletierter transfizierter Minigene-Konstrukte

Die Anwendung des Ansatzes flUr eine direkte Editierung am endogenen Genort in
Patienten-Fibroblasten mit der Deep IntronicMutation ¢.610+364G>A wurde mittels
Elektroporation (Nucleofector 2b, Lonza GmbH, Ko&ln, Deutschland) einer GFP-
kodierenden Version der gl/g2 CRISPR-Plasmide (Addgene #48138) und
anschlieBender FACS-basierter Anreicherung erfolgreich transfizierter Zellen
untersucht. Etwa 3 % der aus den FACS-angereicherten und PCR-amplifizier@RAL
Abschnitte aus diesem Versuch zeigten am vorhergesagten Schnittpunkt eine 1 bp
Deletion. Diese befindet sich 4 bp stromabwarts von deiDeep IntronicMutation
€.610+364G>A, verursacht jedoch laut HSF keine wesentliche Anderung im Score des
SpleiRakzeptor-Motivs fir das kryptische Exon c(+). Entsprechend konnte auch mittels












Das validierte BAC-Konstrukt wurde anschlieRend bei der Firma Cyagen (Cyagen
Biosciences Corporation, Santa Clara, CA, USA) per Pronukleus-Injektion in murine
Oozyten injiziert. Die daraus resultierenden neun ¢Tiere (Linie OpalBAC-A, -B, -C, -D,
-E, -F, -G, -H und -I) trugen 1-5 Kopien des Transgens, wie mit Hilfe relativer
Quantifizierung durch Pyrosequenzierung von p.l400M-Allelen im Vergleich zu den
endogenen Wildtyp-Allelen ermittelt werden konnte. Mit Ausnahme der LinierOpal
BAC-B und -BAC-C vererbten alle oHiere das Transgen an etwa 50 % ihrer
Nachkommen der k-Generation. Das relative Verhaltnis von Transgen- zu Endogen-
Kopien blieb auch tGber sechs beobachtete Generationen stabil, was auf eine Tandem-
Integration der Transgenkopien hindeutet. Eine Ausnahme bildete hier die Lini®pak
BAC-G, deren Nachkommen eine bzw. zwei Transgenkopien aufwiesen und daher in der
weiteren Zucht in die SublinienOpalBACGe(1)eund-~BACG (2)saufgespaltenewurde.e
Bei der Pronukleus-Injektion wurde zirkuldre BAC-DNA verwendet. Die Integration in
das Mausgenom erfordert daher einen Bruch des BAC-Konstruktes. Die Stelle an der ein
solcher Bruch erfolgt ist dabei nicht vorhersagbar und kann dadurch zu einer
Unterbrechung bzw. Reorganisation desOpaldransgens und damit zu einem
Funktionsverlust fliihren. Daher wurde die Expression der Transgenkopien auf RNA-
Ebene untersucht. Hierbei waren zwei Parameter von Interesse: 1. das relative
Mengenverhéltnis von Transgentranskripten zu endogenenOpalTranskripten in
unterschiedlichen Geweben als Hinweis auf eine natlrliche gewebsspezifische
Regulation und 2. das relative Verhaltnis von intakten Transkripten de@palTransgens
zu endogenen Transkripten als Hinweis auf nicht intakt integrierte Transgenkopien bzw.
fehlerhafte und verkirzte OpaXkTranskripte. Die quantitative cDNA-Analyse mittels
Pyrosequenzierung an der Modifier-Position ¢.1200A>G/p.1400M in  zehn
unterschiedlichen Geweben zeigte unabhéngig von der Transgen-Kopienzahl ein
konstantes Verhaltnis zwischen endogenen und transgene@palTranskripten (siehe
Manuskript Bonifert et al in prep. Abb. 3). Dies belegt eine intakte gewebsspezifische
Regulation des Transgens. Die Anzahl intakter Transgentranskripte jeder Linie wurde
mittels Uberlappender Longe DistancePCRs bestimmt. Dazu wurde di®©palcDNA mit
Primern in Exon 1 und Exon 15, bzw. in Exon 11 und Exon 30 amplifiziert und






Transgenkopien,
hervorgegangen aus einer Kreuzung zwischen den Linien E und H, bestatigt.
Insbesondere konnten keine neuromuskularen Defizite oder eine Haufung kanzeréser
Veranderungen, selbst bei alten Tieren, festgestellt werden (siehe 1V.5.2.3). Somit
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression der p.1400M-OPA1-Proteinisoform bei
gleichzeitiger Prasenz der endogenen OPAl-Isoform keine gesundheitliche
Beeintrachtigung der Tiere nach sich zieht.

In einer zweistufigen Verpaarungsprozedur wurden die LinienOpatBACGe(1) (eine
Transgenkopie (Tg)), -BAC-D(1) (eine Transgenkopie) und | (zwei Transgeopien) mit
heterozygoten Tieren derOpal’- -Linie von Alavi et al., gekreuzt. Ziel war es dabei,
Tiere mit dem GenotypOpal//BAC-X (d.h. homozygot mutant am endogenen Lokus und
komplementiert durch eine oder zwei Kopien des Transgens) analog zum Genotyp der
Patienten in der Familie OAK 587 (Bonifert et al. 2014) zu erzeugen und sie mit Wildtyp-
Wurfgeschwistern ~ phanotypisch  zu  vergleichen. Bei dem verwendeten
Verkreuzungsschema waren ein Anteil von 12,5 % an Jungtieren mit dem gewtnschten
mutanten Genotyp zu erwarten. Wahrend bei Verwendung der Lini®palkBACGe(1)
keine Jungtiere mit dem gewinschten Genotyp geboren wurden (0/132), betrug deren
Zahl bei Verwendung der LinieOpalBAC-D(1) 21/113 und bei der LinieOpakBAC-I(2)
14/58. Bei den entsprechenden Jungtieren ausgehend von der BAC-Linie-D(1) wurden
bis zum finalen Beobachtungsalter von 4-5 Wochen keine augenscheinlichen
Auffalligkeiten (wie z.B. Minderwuchs oder apathisches Verhalten) beobachtet.
Aufgrund von Problemen bei der Genotypisierung konnten diese Tiere leider nicht
weiter untersucht werden. Bei den entsprechenden Jungtieren ausgehend von der Linie
OpalBAC-I(2) wurden nach eingehenden Verhaltenstests keine phanotypischen
Auffalligkeiten hinsichtlich neurodegenerativer Prozesse bis zum Alter von 6 Monaten
beobachtet. (siehe IV.5.2.2).












Abbildunge13+HereditaresOptikusneuropathien:*sErbgangsundeklinischesAuspragungee
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Abbildung 14 AGexclusion zone vor dem kryptischem Exon ¢ i@PAXGen






Daten derExon-skippingAONs fur CEP290
und DMD legen Behandlungsabstidnde von mehreren Wochen nahe (Bassi et al 2012,
Garanto et al 2016, Gerard et al 2015). Fur eine genauere Abschatzung des zegich
Abstands einzelner AON-Gaben sind allerdings nicht nur ein Verstandnis der AON-
Metabolisierung im Zielgewebe, sondern auch eine prazisere Bestimmung des Protein-
Turnovers von OPAl und der neuroprotektiv wirksamen Mindestmenge an OPA1l
erforderlich. Diese konnte, zumindest ine vitro, anndhernd durch enge
Korrelationsstudien zwischen Tranksriptmenge, OPAl-Gesamtprotein und der
Mitomorphologie als funktionellem Parameter ermittelt werden. Wéahrend in der
vorliegenden Studie eine AON-assoziierte Erhdhung der Gesamt-OPA1-Menge mittels
Westerne Blotdemonstriert werden konnte, lieferte die morphometrische Analyse des
Mitochondriennetzwerkes bislang noch kein ausreichend sensitives Bioassay. Auch bis
dato publizierte Studien geben keine prazise Auskunft Gber den Grad mitochondrialer
Fehlfunktion bzw. dber die Kklinisch-phanotypische Symptomauspragung in
Abhangigkeit von den OPALl-Proteinlevels, obwohl dies von hdochstem Interesse fur das
Verstandnis der OPAlassoziierten ADOA mit ihrer reduzierten Penetranz, variablen
Expressivitat und individuellen Progression der Symptome in Mutationstragern wére
(siehe IV.5) sowie fur mogliche Therapieansatze, die auf eine Erhdhung der OPALl-
Menge abzielen.

IV.4.4 MoglicheeAON-KorrektursvoneunproduktivenephysiologischeneSpleil3prozesse

Generell konnten neben der hier vorgestellten AON-Behandlung (zur Inhibition
mutationsbedingten FehlspleiRens) auch AON-basierte Therapieansatze zur Reduktion
von unproduktiven physiologischen Splei3ereignissen erwogen werden. Wie von Pan
und Kollegen gezeigt wurde, fuhrt das Spleiien von ca. 35 % aller natirlichen
alternativen Exons zu einem vorzeitigen Stopp-Codon und somit zu einem NMD-
abhangigem Transkriptabbau, ohne dass dies eine biologische (z. B. regulatorische)
Funktion hatte (Pan et al 2006)(siehe I11.3.1 und IV.3). Obgleich dies in der Regaihl
nur einen geringen Anteil der Gesamttranskripte eines Gens betrifft, gibt es doch
Beispiele mit Krankheitsbezug, bei denen dieser Mechanismus einen substantiellen
Anteil der mRNAs betrifft. So fuhren beispielsweise Mutationen im Gen Ferrochelatase
(FECH zu autosomal dominanter Erythropoetischer Protoporphyrie mit inkompletter
Penetranz. Die haufigdECHVariante ¢.315-48T>C {linoreAllelesFrequencys(MAF).14)


















TabellesleeVeroffentlichtesFalleemitebi-allelische@P AtMutationeneundezugehdrigemePhanotype(Stand:*12/2016)e






IvV.5.2.1 Der Modifier p.1437M im Behr-Mausmodell: Transgenstabilitdt und
Expression

IvV.5.2.2 Der Modifier p.1437M im Behr-Mausmodell: Homozygotie fur die pathogene
€.1065+5G>A Mutation am Opal-Lokus



IV.5.2.3 Der Modifier p.1437M im Behr-Mausmodell: Uberexpression ohne Phanotyp

zeigten keine Auffalligkeiten. Dies ist ein weiterer
Beweis dafur, dass es sich bei der p.l437M-Variante, trotz ihrer Beteiligung an
syndromalen OPA1Erkrankungen und ihrer Lokalisation in der GTPase-Doméne, nicht
um eine dominant-negative Mutation handelt. Wie Civiletto und Kollegen zeigen
konnten, fiuhrt die Uberexpression von OPA1l zu protektiven Effekten im Kontext
verschiedener neurodegenerativer Erkrankungen (Civiletto et al 2015), jedoch auf
Kosten einer erhbhten Rate von Krebserkrankungen bei alteren Tieren (Varanita et al
2015). Dies erklart sich durch den mutmallich verstarkten anti-apoptotischen Effekt
von OPAL1 (siehe 111.1.7), kdnnte aber auch mit dem artifiziellen Hintergrund des in jener
Studie verwendeten Transgens zusammenhangen (siehe 111.5). Im Fall der vorliegenden
Studie konnten selbst bei 18 Monate alten Tieren keine Hinweise auf eine erhtéhte Rate
von kanzertsen Erkrankungen beobachtet werden, was einerseits an der reduzierten


















































































































guantification of retinal thickness, we used the propriesaffware package version 3.1
from Heidelberg Engineerind.he software divided the ring scan into six segmenta;hath
four include 45° (nasal superior, temporal superi@sal inferior and temporal inferior
segments) and twanclude 90° (nasal and temporal segments). Averdgekness was
calculated by the software for each segnagat the total ring scan.

Cell culture, puromycin treatment and RNA isolation from patient-derived
primary fibroblasts

Primary fibroblasts from pedigree members of OAK587 were cultivated in RPMI 1640 with
L-Glutamine + 10 % Fetal Bovine Serum (FBS) + 1 % Penicilin/Streptomycin (PAA



















































Exon 4b Exon 5
Nuc. GTCACAAATTGGTTAGTGAAGTCATAGGAGCTTCTGACCTACTTGTTAGTTCTCCGGAAGAAACGGCGTTTAGAGCAACAGAT

AS G--H--K--L--V--S--E--V--|--G--A--S--D--L--L--L --L--L--G--S--P--E--E--T--A--F--R--A--T--D-
FEEEErrrrrrrrrnl 1]

AS G--H--K--L--V--S--E--V--|--G--A--S--D--L--L--L —L--L--G--A--VEA-IH--AL-CEN-IP--§--FHL -

Nuc. GTCACAAATTGGTTAGTGAAGTCATAGGAGCTTCTGACCTACTTGTTAGCGCGGTGGCTCATGCCTGTAXTAGCATTTTG
Exon 4b cryptic exon ¢

WT Exonb5 Exon 6

Nuc. CGTGGATCTGAAAGTGACAAGCATTTTAGBBAGTGCTTGGTGAGCTCATTCTCTTACAACAACAAATTCAAGAGCAT

AS -R--G--S--E--S--D--K--H--F--R--K--G--L--L--G-- E--L--l--L--L--Q--Q--Q--I--Q--E--H-
I I I

AS -G--G--Q--G--R-2R-:l--M--R+-F--S--G--R:-N--G-- V-- *--S--N--R--S--W--|-= YooK *-Q- L.

TACAGCAACAGATCGTGGABRAAGI GACAA...



Exon 4b Exon 5
Nuc. GTCACAAATTGGTTAGTGAAGTCATAGGAGCTTCTGACCTACTTGTTAGTTCTCCGGAAGAAACGGCGTTTAGAGCAACAGAT

AS G--H--K--L--V--S--E--V--|--G--A--S--D--L--L--L --L--L--G--S--P--E--E--T--A--F--R--A--T--D-
FEEEEErrrrrrrrnl 1]

AS G--H--K--L--V--S--E--V--|--G--A--S--D--L--L--L --L--L--G--A-VEA-H--A-CEN-IP--S-FEL-0 B B |

Nuc. GTCACAAATTGGTTAGTGAAGTCATAGGAGCTTCTGACCTACTTGTTAGCGCGGTGGCTCATGCCTGTAXIAGCATTTTG

Viut Exon 4b cryptic exonc+

WT Exonb5 Exon 6

Nuc. CGTGGATCTGAAAGTGACAAGCATTTTAGABBECTGCTTGGTGAGCTCATTCTCTTACAACAACAAATTCAAGAGCAT

AS -R--G--S--E--S--D--K--H--F--R--K--G--L--L--G-- E--L--I--L--L--Q--Q--Q--I--Q--E--H-

I
AS -GHG-Q-G-RERA-MERESB-N-RENH-0 B B B B-G- *~H-G-S-P-E-E-T-A-F
TARGACB TTCTCCGGAAGARACGGCGTTT. .

vut Exon 5































Animal housing and breeding

Male and femalamice were used in this study. Animals were fed with standard food and \ealter
libitum, and maintained under constant temperature conditions (22°C + 2°C) anydcgtales of 12h
light/ 12h darkness. All experiments were performed in accordance toTtebingen Institutional
Animal Care and Use Committee and have been approved by the local authdtieseight of the

animals was checked weekly. FVB/NCrlIVr albino founder mice were outcrossed tee @@&i/bid of



Genotyping and detection of insert numbers

The number of integrated BAC construct copies was determined by allelic discriminatian a
pyrosequencing assay with genomic DNA isolated from ear stamps. PCR and sequencisgi@rime
the pyrosequencing assay were designed applying the PyroMark Assay Design 2a6e5@jiagen).

This assay indiscriminately amplifies a fragment of 155 bp of the mOyir@d.exon 14 from both the
endogeneous locus and the transgene. Pyrosequencing of this amplicon specifically determines th
relative incorporation of dATP and dGTP at nucleotide position ¢.1200A/G wlschiminates
between alleles and transcripts of the endogenous vs. the transgepél copies. For a detailed

sequence context, see supplementary figure S1.

Expression and transcript analysis of BAC alleles

In order to determine the expression of th@pal transgene, we harvested tissue from various
organs (retina, optic nerve, brain, spinal cord, liver, kidney, heart (cardiac musclejakkalscle,
duodenum (smooth muscle), fat and tail tip). RNA was extracted using the PeqGOLRNAtit
(Peqglab, Erlangen, Germany) after mechanical decomposition of the tissue using a Pgtellys
instrument (Bertin Technologies, Rockville, Washington D.C., USA). For a detailed homogenizati
protocol see supplementary material. cDNA was synthesized using the Transcriptor High Fideli
cDNA Synthesis Kit (Roche) with random hexamer primers and subsequently used for PCR
amplification and pyrosequencing. The amplification strategies applied for cDN#epyencing are
outlined in supplementary figure S1. In order to determine the fraction of intati€ngth Opal
transgene transcripts we amplified the entire coding portion of the cDNA in two ovéngppng
distance PCRs. The resulting RT-PCR products were used as templates for a nested PCR that was
subsequently pyrosequenced. If the ratio between endogene-derived and transgene-derived cDNAs
differed significantly for the 5’ and 3’ cDNA portions, we deduced truncation of oneveraef the

inserted BAC copies with a proportion of the respective truncated transcripts escaping NMD-












Phenotypic characterization of Founder animals and offspring

BAC transgenic mice were without obvious health impairment

In order to determine a potentially deleterious effect of ti@pal p.I400M transgene, a detailed
study including litter size, postnatal death rate, genotype ratio and male/female nate
performed. Additionally all animals were checked twice a week (physical and belhaviora
observations) and their weight was measured once a week. None of the founder mice or their
offspring showed any morphological or physiological impairment due taesgpn of one or
multiple copies of the transgene. General health conditions were comparable to Whiétes
concerning behavior, sex ratio, litter size, perinatal death rates /infanticic® of transgene
positive vs. negative animals, life span and body weight (for parameters, sqdem@ntary

material).

Generation of animals with strong transgene overexpression or Behrafge

In order to generate mice mimicking a Behr syndrome-like genotype obseryediémts (a null and

a p.1437M allele in trans), we employed a two-step breeding scheme crossbreedihigeth®pal-
BACGe(1), -BAC-D(1) (both carrying one functional BAC copy (1)) and BAC-I(2) (fie® wih the
Opal” -mouse strain (see figure 1). This approach generates Behr genotypes as well gsewildty
controls within the same litter, each genotype with a theoretic share of 12.5 % and an expected
portion of 14.29 % considering the known embryonic lethality of@pa1” Genotype. Among a total

of 58 pups with line Opal-BAC-1(2) as transgene donor we identified 16 anim&l&{Rwith a Behr
syndrome genotypeOpal /°P**BAC!@ and 21 animals out of a total of 113 pups when line Opal-
BAC-D(1) was used as transgene donor (18.5 %), but none among a total of 132 pups vealline
BACG+(1) was used as transgene donor (see figure 1b).

In order to investigate the embryonic lethality of the Behr animals in Gmal-BAGe(1), we
repeated the second breeding step and isolated the embryos at E12.5. Genotyping of therinib
tissues revealed no animals with Behr genotype; however, we could observe the presenote of m

structures, representing the remnants of reabsorbed embryos.



Over a course of 6 months (3 data points: 6, 12 and 24 weeks) we coddacttudy to assess
potential neurological and behavioral impairments due to the Behr genotype aerd QRAL
overexpression.

During this preliminary investigation we analyzed 36 different variables designeitidioate
alterations in the motor coordination, sensory-motor function, ataxia, behavior wihghess, body
aspect, behavior and anxiety, neuromuscular function, autonomic function, activiy naotor
function as well as mobility (see supplementary material). However, no sagifiifference could
be observed between wildtype and Behr genotype / overexpression animals at agey
(overexpressionOpal’/OPatBACER)™HE)g 12 24 weeks; Behr syndrome: Op&IFBAC1@ 6 12 24
weeks, Opaf®*“P® 3 weeks; p>0.05 in all tests performed). Necropsies performed on 18 months
old overexpression mice did not reveal any significant organic or paglwotlifferences compared to

wildtype littermates, especially with regard to the prevalence of cancer (see discussion).






Behr animals and overexpression animals without pathologic impairment

The presence of th©PAlmutation ¢.1311A>G (p.1437M) in combination with anot@?Alnull

allele intrans causes Behr syndrome in humans, which could be shown in seven different families, so
far. By crossbreeding our mouse lin@palBACGe(1), -BAC-D(1) and -BAC-I(2) each individually
with the Opal™ line, we intended to create a corresponding murine genoty@pal’’ Pa+BACS (M)
Opal/CPaBACDIL Opa 1’ OPaBACI) We were not able to obtain animals with this genotype using
line Opal-BAG+(1), as transgene donor line. Prenatal investigations revealed mole structures at

E12.5 suggesting embryonic lethality of these animals. However, since we gengrate viable















Figure 4 Semi
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